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(§7) Abstract

The host—cell adhesion by human influenza viruses is inhibited by new compounds of the general formula (1), where R! stands for acyl
or a thioacyl group; RZ for hydroxyl, Z-aikyl, substituted Z-alkyl, Z-aryl, substituted Z-aryl, and Z corresponds to O, S or NH; R3 stands
for an acy! or a thioacy! group; R4 for H or acyl; X for 0, S, SHa or a sugar, and where W is a bifunctional spacer and P a multivalent vector
consisting of one of the following substances: polyacrylate, polyacrylamide, N—substituted polyacrylamide, metacrylamide, N-substituted
metacrylamide, polyacrylic acid, polycarbonate, polyester, polyamide, polyanhydride, polyiminocarbonate, polyorthoester, polydioxanone,
polyphosphazene, polyhydroxy carboxylic acid, polyamino acid, polysaccharide, protein, dextran, chitosan, glucan, liposome, microparticles.
The inventive compounds are capable of bonding authentic human viruses from the A (H1 and H3) groups, which have not been adapted
through culturing in chicken eggs.




(57) Zusammenfassung

Die Adhision menschlicher Influenza Viren an Wirtszellen wird durch neue Verbindungen der aligemeinen Formel (1) inhibitiert worin,
R! eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet, R? H, Hydroxyl, Z-Alkyl, substituiertes Z-Alkyl, Z-Aryl, substituiertes Z—Aryl bedeutet, und
7 0O, S oder NH entspricht; R? eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet; R4 H oder Acyl darstellt; X O, S oder ein lineares Ci-Cy4
Alkyl bedeutet; Y NH, O, S, CHaz oder ein Zucker ist; W ein bifunktioneller Spacer ist P ein multivalenter Triger bestehend aus einem
der nachfolgenden Stoffe ist: Polyacrylat, Polyacrylamid, N—substituiertes Polyacrylamid, Metacrylamid, N—substituiertes Metacrylamid,
Polyacrylsdure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid, Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen,
Polyhydroxycarbonsdure, Polyaminosiure, Polysaccharid, Protein, Dextran, Chitosan, Glucan, Liposom, Micropartikel. Die neuen
Verbindungen binden authentische, nicht durch Anzucht in Hihnereiern adaptierte menschliche Viren der Typen A (H1 und H3) und
B.
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Glycokonjuaate als Inhibitoren der viralen Zelladhision
Beschreibung

Die voriiegende Erfindung betrifft neue muitivalente Derivate von Neu5Aca2-
6Galp1-4GIcNAc und die Herstellung dieser Verbindungen. Sie betrifft weiterhin die
Verwendung dieser Verbindungen als Inhibitoren der viraien Zelladhasion nicht-
adaptierter menschlicher Influenza Viren.

Der erste essentielle Schritt einer viralen Infektion besteht in der Adhasion eines
Virus an die Oberflache der Wirtszelle. Im Falle von infiuenza Viren der Typen A und
B, geschieht dies Uber die Bindung des viralen Hemagglutinins(HA) an terminale
Sialyloligosaccharide von Glycoproteinen und Glycolipiden auf der Zelioberflache der
Wirtszelle. Eine mogliche Strategie zur Verhinderung von infiluenza Infektionen besteht
in der Verwendung von Inhibitoren der Zelladhasion, diese soilen sich mit den viraien
Hemagglutininen verbinden und deren Reaktion mit den Wirtszellen hemmen.

In der Literatur sind bereits eine Reihe von Inhibitoren der Adhasicn von
Influenza Viren bekannt. Insbesondere durch die Entwicklung von muitivalenten
Verbindungen konnten einige Inhibitoren gefunden werden, welche jeweils die
Adhasion eines bestimmten influenza Stammes in einem in-vitro Test erfoigreich
verhindern (siehe Tabelle 2).

Ein Nachteii dieser bekannten Inhibitoren liegt in ihrem engen
Wirkungsspektrum, die Verbindung zeigen jeweiis nur gegen einen einzigen Stamm
hohe Aktivitat und sind somit fir eine praktische prophylaktische oder therapeutische
Anwendungen nur wenig geeignet.

Ein weiterer Nachteil ist, da} die Aktivitat dieser bekannten Inhibitoren jeweiis
nur gegenuber adaptierten Influenza Stammen gezeigt wurde, welche auf embryonaten
HUhnereiern angezogen worden sind. Es ist bekannt, da die Anzucht menschlicher
Influenza Viren auf Huhnereiern zu Aminosaure Mutationen in der Region der
Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins fuhrt (Robertson, 1993). Die auf diese Weise
gefundenen Inhibitoren haben zwar eine hohe Affinitat zu den veranderten

Hemagglutininen dieser mutierten Viren, wahrend inre Aktivitat gegenuber Wild-Typ
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Hemagglutin in vielen Fallen geringer ist (siehe polymeres Sialosid BGN-PAA in
Tabelle 1).

Aufgabe dieser Erfindung war es neue inhibitoren der viralen Zelladhasion von
menschlichen Influenza Viren zu finden. Diese Inhibitoren sollten ein breites
Wirkungsspektrum gegen Influenza Wild-Typ Stamme haben und hierbei eine
moglichst hohe inhibitorische Aktivitat besitzen.

Es wurde nun gefunden, daf} multivalente Konjugate des Sialosidliganden
NeuSAca2-6GalB1-4GIcNAC (6’-Sialy|-N-acetyllactosamine, 6S

inhibitoren der viralen Zelladhasion sind.

LN) neue, hoch aktive

Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen der Formel |

4 4
R%Q OR COOH

4
R2 R

R40O o
R4 R40O YWP
NHR3

worin R' eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet, vorzugsweise eine Acetyl-,
Thioacetyl-, Propiony! oder Thiopropionylgruppe ist; R? H, Hydroxyl, Z-Alkyl,
substituiertes Z-Alkyl, Z-Aryl, substituiertes Z-Aryl bedeutet, und Z O, S oder NH
entspricht; R? eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet: R® H oder Acyl darstellt; X 0 S
oder ein lineares C4-C4 Alkyl bedeutet: Y NH, O, S, CH3, oder ein Zucker ist; W ein
bifunktioneller Spacer ist;

P ein multivalenter Trager bestehend aus einem der nachfolgenden Stoffe ist:
Polyacrylat, Polyacrylamid, N-substituiertes Polyacrylamid, Metacrylamid, N-
substituiertes Metacrylamid, Polyacryisaure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid,

Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen,
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Polyhydroxycarbonsaure, Polyaminosaure, Polysaccharid, Protein, Dextran, Chitosan,
Glucan, Liposom, Micropartikel.

P kann auch einen niedermolekularer muitivalenter Trager wie C(CHoNH-A,-)4 sein,
worin A eine neutrale oder negativ geladene Aminosaure ist.

Uberaschenderweise zeigte sich auch, daft Verbindungen der Formel | die
Zelladhasion aller bekannter menschlicher infuenza Stamme der Typen A und B sehr
effizient inhibieren. insbesondere sind diese Inhibitoren aktiv gegen authentische, in
der Struktur der Rezeptorbindestelle des Hemagglutins nicht veranderte Influenza
Viren. Um eine unveranderte Struktur der Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins zu
gewabhrleisten, wurden Influenza Viren aus klinischen Isolaten verwendet. weiche
ausschlieftlich auf MDCK-Zelien (Madin-Derby canine kidney cells) angezogen worden
sind. Wie ein mittels PCR durchgefuhrter Vergieich der viralen RNA-Sequenzen auf
MDCK gezogener Viren mit den RNA-Sequenzen von Viren aus klinischen Isolaten
gezeigt hat, weisen die auf MDCK gezogene Viren keine Mutationen in der Region der
Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins auf (Robertson, 1993}

Tabelle 1 zeigt einen Vergleich der inhibition der viralen Zelladhasion durch die neue
Verbindung 6SLN-PAA und durch das Glycokonjugat BGN-PAA, welches bereits fruher
gegen auf HGhnereiern angezogene Stamme des Typs H3N2 A/Sichuan/1/87
entwickelt wurde. Wahrend die Verbindung 6SLN-PAA ein hervoragender Inhibitor aller
authentischer Influenza Stamme ist, hat BGN-PAA ein engeres Wirkungsspektrum, und
hat gegen viele Stamme nur eine sehr geringe Aktivitat.

Die Vorteile der erfindungsgemaéfien Verbindungen der Formel | liegen insbesondere in
ihrem Wirkunsspektrum als Inhibitoren der viralen Zelladhasion aller bekannter
menschlicher Influenza Viren der Typen A und B, und in den sich daraus eroffnenden
Moglichkeiten diese Verbindungen zu prophylaktischen und therapeutischen Zwecken
gegen influenza Infektionen einzusetzen.

Ein weiterer Vorteil liegt in der leichten Zugénglichkeit von Derivaten der Verbindungen
der Formel |, welche einen zusatzlichen Marker tragen, geeignete Marker sind z. B.
Biotin, Farbstoffe, Fluoreszenzfarbstoffe oder radioaktive Marker. Diese Derivate
kénnen verwendet werden als Komponenten fur neue, bisher nicht zugéngliche

Screening Systeme zur Entdeckung neuer Inhibitoren der viraien Zeltadhasion.
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Tabelie 1.

Inhibition der viralen Zelladhasion von Influenza Viren durch die polymere
BGN-PAA and 6SLN-PAA, gemessen mittels In
wie in Beispiel 8und in G

BGN ist NeuSAca 2-OCH,CeH,NHCOCH,NH-,
6SLN ist NeuSAca2-6Galp1 -4GIcNAcp1-NHCOCH,NH-.

PCT/EP97/05389

1. Klinische Huma

n-isolate, vermehrt in MDCK Zellen

Virus Affinitat der Bindung an Virus, Ka#, 1M NeuSAc
BGN-PAA 6SLN-PAA

H3N2
A/NIB/4A7/89 M 0.03 0.01
A/NIB/3/S0 M 0.01 0.01
A/NIB/44/90 M 0.01 0.01

H1N1
AJEngland/157/83 M >100 0.03
A/NIB/12/89 M >5 0.1
A/NIB/23/89 M >5 0.02
A/NIB/S0/8S M >5 0.02

B
B/England/222/82 M 0.05 0.04
B/NiB/48/90 M 0.05 0.04
B/NIB/15/89 M 0.03 0.02

I1.Durch Anzucht in Hihnereiern adaptierte Stamme

H3N2
X31 (A/AIchi/2/68) 100 3
AJEngland/321/77 0.03 0.01
AJUSSR/3/85 0.06 01
AJSichuan/1/87 0.02 0.1
H2N2
A/England/12/64 10 0.1
H1N1
A/FWI1/50 5 3
AJUSSR/90/77 B 03
A/Chile/1/83 30 6
B
B/USSR/100/83 5 2
B/ANn Arbor/1/86 >100 3
B/Yamagata/11/88 >100 100

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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hibition der viralen Bindung an Fetuin,
ambaryan and Matrosovich, 1992 beschrieben.
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Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher und beispieihaft erlautert.

Beispiel 1.
Hersteliung von Neu5Aca2-6Galp1-4GIcNAcB1-NHCOCH,NH, (modifizierte Methode
nach Likhosherstov et al., 1986; und Manger et al., 1992)

Bei Raumtemperatur wurden 13.8 mg 6'-Sialyllactosamine NH, -Salz (20 uM, isoliert
aus menschilichen Urin) in 1mi gesattigter Ammoniumbicarbonat Losung gelést und
wahrend 170 h geruhrt, wahrend der Inkubation wurde zu der Losung mehrmals festes
Ammoniumbicarbonat bis zur Sattigung zugesetzt. Die Reaktionsiosung wurde mit 2mi
Wasser verdinnt, eingefroren und Iyophilisiert. Man erhielt 13.7 mg Ruckstand (war
das Gewicht des erhaltenen Produktes gréfer als die eingesetzte Menge Saccharid, so
wurde der Riickstand nochmals in 2ml Wasser aufgenommen und lyophilisiert), dieser
wurde in 0.6ml 1M NaHCO; aufgenommen. Unter Ruhrung bei 0°C wurden 34 mg
Chioressigsaureanhydrid (200 uM) in 0.34ml Ethylacetat zugegeben. Nach 1 h wurde
die L6sung mit Essigsaure neutralisiert und im Vakuum eingeengt. Der erhaitene
Ruckstand wurde in einer minimalen Menge Wasser aufgel6st und uber eine Sephadex
G-25 Saule(1x50 cm) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion wurde eingeengt,
und der Riickstand in 1 ml gesattigter Ammoniumcarbonat Lésung aufgenommen. Nach
48 h wurde die Lésung mit 2ml Wasser verdunnt, eingefroren und lyophilisiert. Der
Ruckstand wurde in 2ml 1% Essigsaure aufgelost und nach 15 h Uber eine Saule mit
3ml Dowex AG 50W-X4 (H* Form) gegeben. Die Saule wurde mit 30 mi Wasser
gewaschen und dann mit einer 1M Ammoniumhydroxid Lésung eluiert. Nach Einengen
des Ammoniumhydroxid Eluats wurden 9.8 mg (67%) des 6’ -Sialyllactose N-glycyl
Derivates erhalten.

'H-NMR-Spektrum (D;0, &, ppm): 5.16 (d, 1H, J2 9 Hz, H-1 Gal), 4.47 (d, 1H, J> 8 Hz,
H-1 GIcNAC), 4.00-3.55 (Gal, GIcNAc, Neu5Ac), 3.46 (s, 2H, COCH,NHy), 2.69 (dd, 1H,
Jaax 12 Hz, Ja 4.5 Hz, H-3eq Neu5Ac), 2.04 (s, 6H, 2 CHsCO), 1.72 (dd, 1H, J4 12.5 Hz,
H-3ax NeuSAc).

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Der Veriauf der Reaktionen wurde mittets Dunnschichtchromatographie verfolgt
(Kieselgel 60, Merck).

Eluent 1: 2-Propanol/Aceton/Wasser 4:3:2:

6°SLN R(= 0.61

6 ' SLN-NH- 0.49 Ninhydrin positiv

6 SLN-NHCOCHCI 0.66

6"SLN-NHCOCH-NH; 0.09 Ninhydrin positiv
Eluent 2. Methanol/Aceton/Wasser 1:1:1:

6'SLN-NHCOCH,NH; 0.73 Ninhydrin positiv
Beispiel 2

Herstellung von NeuSAca2-6Galf1 -4GIcNAcB1 NHCOCH,NHCO(CH>),CO0-p-
CeHsNO,

Bei Raumtemperatur wurden zu einer Losung von 7.3 mg Neu5Aca2-6Galp1-
4GIcNACB1-NHCOCH,NH- (10 uM) aus Beispiel 1 in 0.2mi DMSQO, 39 mg Bis(4-
nitrophenyl)-adipat (100 uM) in 0.6ml DMF zugegeben. Nach 3 h wurde das
Reaktionsgemisch uber eine Sephadex LH-20 Séaule (1 .8x30 cm, Eluent -
Acetonitril/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaitige Fraktion wurde eingeengt

in Wasser aufgenommen, eingefroren und lyophilisiert. Man erhielt 7.4 mg des
Glykosids(76%).

Beispiel 3
Hersteliung von Tetrakis( N-tert-butvloxvcarbonvl-qIvcvl-amidomethyl)methan

Ein Gemisch von 1g Tetrakis(aminomethyl)methan (Fieischer et. al., 1971)
tetrahydrochiorid (3.6 mmol), 8.52g BocGlyONph (28.8 mmol) und NEt; (2.5ml,
18tmmol) in 2ml DMF wurde 120 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde eingeengt, in 100m! Ethylacetat suspendiert, und mit 2%
H,S0,4 Wasser, gesattigter NaHCO,-Lésung und Wasser gewaschen und uber

Na,S0, getrocknet. Die Losung wurde eingeengt, der Rickstand in Trifluoroethanol

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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gelost, ein Gemisch CHCI/EtOAc/MeOH (9:3:1) und Et,O wurde zugegeben. Man
erhieit 2.1 g eines krstallinen Produktes (78%).

DC: R=0.5 in CHCIy/EtOAc/MeOH/AcOH 9:3:2:0.2 (Ninhydrin-positiv, nach 5 min
Behandlung der Platte mit HCI-Gas).

"H-NMR-Spektrum in De-DMSO (5, ppm): 7.97 (br t, TH, CCHoNH), 7.37 (t, TH, NH™Y),
3,49 (d, 2H, Jnn 6 Hz, CH,®"), 2.76 (br d, 2H, CCH,), 1.37 (s, 9H, OCMe).
Massenspektrum: 783 (M+Na).

Beispiel 4
Herstellung von Tetrakis( N-tert-butyloxycarbonyl-triglycyl-amidomethyl)methan

Eine Losung von 0.76g Tetrakis(N-tert-butyloxycarbonyl-glycyl-amidomethyl)-methan
(1 mmol) aus Beispiel 3 in 8 ml CF:COOH wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 16ml Toluol versetzt und eingeengt. Der Ruckstand wurde
in 3 ml Wasser aufgenommen, es wurden 0.35ml konzentrierte HCI (12M) zugegeben,
die Lésung wurde eingeengt und der Ruckstand im Vakuum getrocknet. Das gebildete
Tetraamin wurde in 18ml DMF suspendiert, es wurden 1.45g BocGlyGlyONsu (4.4
mmol) und 0,6m! Et;N zugegeben. Die Reaktionsiésung wurde 24 h bei
Raumtemperatur gerithrt, im Vakuum (0.5-1 Torr) eingeengt und der erhaltene
Ruckstand uber eine Kieselgeisaule chromatographiert (Kieselgel 60, Merck). Elution
mit Me,CO/MeOH/H,O zwischen 30:1:1 und 15:1:1 ergab 0.94 g (77%) des reien
Produktes. DC: R=0.79 in Me,CO/MeOH/H,0 15:1:1 (Ninhydrin positiv, nach 5 min
Behandlung der Platte mit HCI-Gas)

"H NMR-Spektrum in Ds-DMSO (5, ppm): 8.53 (t, 1H, NH®"?), 7.98 (1, 1H, CCH2NH),
7.81 (1, 1H, NH®2), 6.98 (t, 1H, NH®Y"), 3.85 (d, 2H, Juu 5.5 Hz, CH,®"%), 3.73 (d, 2H,
Jun 5.5 Hz, CH,"%), 3.59 (d, 2H, Jnn 6 Hz, CH,®"), 2.69 (br. d, 2H, Jnn 6.5 Hz, CCHy),
1.38 (s, 9H, OCMe3). Massenspektrum: 1239 (M+Na).
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Beispiel 5
Polv-N-(Z-Hvdroxvethw)-aculamid mit 20% mol. 6SLN, (6SLN-PAA)

Zu einer Lésung von 1mg 6SLN-Gly (1.37 uM) aus Beispiel 1 in 0.1m! DMSO wurden
1.32 mg Poly(4-nitrophenylacrylat) (6.84 uM) und 7ml EtsN in 0.132 ml DMF
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei 40°C inkubiert (der Verlauf der
Konjugation wurde mittels DC verfolgt: Verschwinden des Fleckes des Zucker
Eduktes), nach 24 h wurden 23ul Ethanolamin zugegeben. Nach weiteren 15 h bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung uber eine Sephadex LH-20 Saule
(1.5x25 cm, Eluent - Acetonitril/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaltige

Fraktion wurde eingeengt, in Wasser aufgenommen, eingefroren und lycphilisiert. Es
wurden 1.6 mg des Konjugat erhalten{90%).

Beispiel 6
Polyacrylsaure (Na'-salt) mit 20% mol. 6SLN

Zu einer Lésung von 1 mg 8SLN-Gly (1.37 uM) in 0.1 ml of DMSO, wurde 1.32 mg
Poly(4-nitrophenylacrylate) (6.84 uM) in 0.132 mi DMF und EtsN (7 i) zugesetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde bei 40°C inkubiert (der Verlauf der Konjugation wurde mittels
DC verfolgt: Verschwinden des Fleckes des Zucker Eduktes), nach 24 h wurden 230ul
0.1 M NaOH zugegeben. Nach 15 h bei Raumtemperatur wurden 15 ul 1M HCI
zugegeben und das Reaktionsgemisch Uber eine Sephadex LH-20 Saule (1.5x25 cm,
Eluent - Acetonitrile/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion wurde

eingeengt, in Wasser aufgenommen, eingefroren und lyophilisiert. Es wurden 1.5 mg
Konjugat erhalten (93%).

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Beispiel 7
{NeuSAca2-6GalB1-4GICNAC B81-NHCOCH,NHCO(C H2)4CO( NHCH,CO)s;NHCH-},C.

Eine Losung von 1.2mg Tetrakis(N-ten-butyloxycarbonyl-trigiycyl-amidomethyl)methan
(1 uM) aus Beispiel 4 in 0.1 ml CF,COOH wurde bei Raumtemperatur geruhrt. Nach
15 h wurde 1ml Toluol zugegeben und die Losung eingeengt. Der Ruckstand wurde in
0.5 m! Wasser geiost, es wurden 5 pl konzentrierte HC! zugegeben, die LOsung
eingeengt und der Ruckstand im Vakuum getrocknet. Das erhaltene Tetraamin wurde
in 0.2 ml DMF suspendiert, und eine Ldsung von 4.9mg Neu5Aca2-6Galf1-
4GlcNAcB1-NHCOCHZNHCO(CH2)4COO-p-CsH4N02 (5 uM) in 0.3 mi DMF und 5 pl
NEt; wurde zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 15 h bei 20°C geruhrt. Es
wurden 10 ul konzentrierte Ammmoniak-Losung zugegeben und nach einer Stunde
wurde die Reaktionslosung Uber eine Sephadex G-50 {1.2x50 cm) gegeben (Eluent
0.05 M Ammoniak Lésung).

Die zuckerhaltige Hauptfraktion wurde eingeengt, in Wasser aufgenommen,

eingefroren und lyophilisiert. Es wurden 2.9mg Konjugat erhalten(68%).

Beispie! 8
Anzucht der Influenza Viren, und Bestimmung der Inhibition der viralen Bindung an

Fetuin

Die nicht adaptierten menschlichen influenza Viren A/England/157/83 M, A/NIB/12/89
M, A/NIB/23/89 M, A/NIB/50/89 M (H1N1), A/NIB/47/89 M, AINIB/3/90 M, A/NIB/44/90
M (H3N2), B/England/222/82 M, B/NIB/48/90 M, and B/NIB/15/89 M wurden vom
National Institute for Biological Standardisation and Control (NIBSC, Potters Bar/UK)
erhalten, sie waren aus klinischen Proben isoliert und wurden ausschiliesslich in MDCK

Zellen gezluchtet.
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Die in Huhnereiern gezichteten influenza Viren wurden von der Viren
Stammsammiung des D.l.lvanovsky Institutes fur Virology, Moskau erhalten. Diese
Viren wurden in 9-10 Tage alten embryonaien Huhnereiern inkubiert.

Far die Untersuchung der viralen Bindung, wurden die virushaltigen Kulturiberstande
bzw. allantoissche Flussigkeiten durch Zentrifugation von etwaigen Zellbruchssticken
befreit. Diese Lésungen wurden ohne weitere Aufreinigung entweder sofort eingesetzt
oder bis zu 4 Wochen bei 4°C gelagert.

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Rinderfetuin (Fluka, CH) wurden
folgendermassen durchgefuhrt: Die Kavitaten einer 96er EIA Mikrotiterplatte aus
Polystyrol(Flow, USA) wurden bei mit jeweils 0.1ml einer Fetuin Losung in PBS

(10 mg/ml) 2h bei 37°C inkubiert. Die Piatte wurde mit einer Losung 0.01% Tween 20
(Serva, D) in PBS und dann mit destillierten Wasser gewaschen, und entweder direkt
verwenden, oder an der Luft getrocknet und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
Um die Viren spezifisch an die Fetuin beschichteten Platten zu adsorbieren, wurden
die viralen Kulturen mit PBS bis auf einen Hemagglutinin-Titer von 1:50-1 :200
verdunnt. Die Platten wurden dann mit je 0.1ml dieser Losung pro Kavitat fur 2 h bei
4°C inkubiert.

Die Inbition der Bindung des Meerrettich-Peroxidase-Fetuin Konjugates (hergestellt
nach der Perjodat Aktivierungs Standardmethode) an die adsorbierten Viren wurde wie
folgt bestimmt:

Die Platten wurden mit einer 0.01% Tween 20 Losung in PBS gewaschen, dann
wurden 0.1 mi einer 0.02 uM Lésung des Peroxidase-Fetuin Konjugates und
gleichzeitig verschiedene Konzentration des zu testenden Inhibitors zugegeben. Nach
einer Inkubationzeit von 1 h bei 4°C wurden die Platten mit einer kalten PBS/Tween
Lésung gewaschen.

Die Peroxidase Aktivitat wurde durch Zugabe von je 0.1 ml einer Substratiosung (0.4
mg/m| o-Phenylendiamin plus 0.02% H,0- in 50 mM Natriumacetat Puffer, pH 5.5)
bestimmt. Nach Zugabe der Substratiésung wurden die Platten 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, dann wurden 0.05mi 5% H,S0,4zugegeben und

die Absorbtion bei 492nm mit einem Titertek Multiscan reader (Flow, Finland) bestimmt.
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Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung, wurden auf jeder Platte einige Kavitaten
ohne Zugabe von Viren inkubiert. Es wurde jeweils nur sehr geringe unspezifische
Bindung gefunden (Ass> Werte von 0.05-0.2).

Zur Bestimmung der maximalen Bindung Anma, wurde fir jede einzelne Platte die
Bindung des Peroxidase-Fetuin-Konjugates ochne Inhibitor Zugabe gemessen.

Als weitere Kontrolle wurde jeder einzelnen Virus Stamm mit einem Peroxidase-Fetuin-
Konjugat umgesetzt, welcher zuvor mit Neuraminidase aus Vibrio cholerae umgesetzt
worden war: In allen Fallen verlor das Konjugat seine Affinitat zu Viren, somit wurde
bewiesen, daf die Wechselwirkung zwischen Konjugat und Viren durch
Sialyloligosaccharide bedingt ist.

Die Bindungs Affinitat wurde nach der folgenden Formel berechnet:

Ci X Ai (Amax'Ao)

Amax (Ai'AO)

hierbei ist K. die Dissoziationskonstante des Virus-Inhibitor Komplexes; Amax ist die
gemessene Absorbtion in Abwesenheit des Inhibitors; C;und A, sind die eingesetzte
Inhibitor Konzentration und die entsprechende gemessene Absorbtion; A, ist die bei

Sattigung an Inhibitor gemessene Absorption.

Die Ergebnisse der Inhibition der viralen Zelladhasion des neuen Konjugates
6SLN-PAA aus Beispiel 5 sind in Tabelle 1 bzw. Tabelle 2 zusammengefasst.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

30

35

40

WO 98/14215 PCT/EP97/05389

12

Tabelle 2:

inhibition der viralen Zelladhasion von Influenza Viren durch Sialosid Inhibitoren. Die
Literaturdaten wurden zusammengefasst, wabei jeweils die héchste genannte
inhibitorische Aktivitat aufgefuhrt wird. Die Aktivitat wird ausgedruckt in uM
Konzentration an Neu5Ac Gruppen des Inhibitors, welche eine 50% Inhibition
verursachen.

Verwendente Testsysteme: Inhibition der Hemaggiutination (HAI), Inhibiton der Virus
Adsorbtion an Erythrocyten (Al), Verringerung der viralen Vermehrung in Zellkulturen
(MI), Verringerung der viralen Bindung an Fetuin (FBI).

Zum Vergleich sind zuunterst die Daten der Verbindung 6SLN-PAA aus Beispiel 5
aufgefahrt.

Verbindungstyp Test uM Neu5Ac-Gruppen, Referenz
bei50% Inhibition
Bivalente Sialoside HAI 30 (X31) Glick & Knowles, 1991
HAI 180 (X31) Sabesan et al., 1992
Cluster Sialoside HAI 20 (X31) Roy et al., 1993
Liposomale Sialoside HAI 0.02 (X31) Kingery-Wood et al, 1992
HAI 0.33 (unknown) Spevak et al., 1993
Sialylpolymere FBI 0.3 (A/TX/77, A/BKI79)
Matrosovich et al, 1990
HAI 0.2 (X31) Spaltestein
& Whitesides, 1981
HAI 0.1 (X31) Sparks et al., 1993
HAI 0.2 (X31) Lees et al., 1994
MI 0.02 (X31, H3N2) ltohetal., 1995

5 (WSN/33, H1N1) ltoh et al., 1995
> 400 (SG/57, H2N2) Itoh et al., 1995
Bl >50 (X31, H3N2) Mochalova et al, 1994
0.03 (USSR/85, H3N2)
Mochalova et al, 1994
10 (Chile/83, H1N1)
Mochalova et al, 1994
10 (B/USSR/83) Mochalova et al, 1994
Mi >8 (X31, H3N2) Mochalova et al, 1994
0.2 (USSR/85, H3N2)
Mochalova et al, 1994
4 (Chile/83, H1N1) Mochalova et al, 1994
>8 (B/USSR/83)  Mochalova et al, 1994

HAI 0.001 (X31, H3N2) Mamen et al, 1995
BSLN-PAA wie in FBl 0.02 (A/NIB/23/89M, H1N1)
Beispiel 5 der vorliegenden 0.01 (A/NIB/44/90M, H3N2)
Erfindung beschrieben 0.02 (B/NIB/15/89M)
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Patentanspriiche
1. Verbindungen der aligemeinen Formel,
R4
R40 o
4 YWP
OR4 R4 0O
NHR3

worin R’ - eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet;

R? - H, Hydroxyl, Z-Alkyl, substituiertes Z-Alkyl, Z-Aryl, substituiertes Z-Aryl bedeutet,
und Z - O, S oder NH entspricht;

R? - eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet;

R* - H oder Acy! darstellt;

X - O, S oder ein lineares C1-C4 Alkyl bedeutet,

Y - NH, O, S, CH,, oder ein Zucker ist;

W - ein bifunktioneller Spacer ist.

P - ein multivalenter Trager bestehend aus einem der nachfolgenden Stoffe ist:
Polyacrylat, Polyacrylamid, N-substituiertes Polyacrylamid, Metacrylamid, N-
substituiertes Metacrylamid, Polyacrylsaure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid,
Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen,
Polyhydroxycarbonsaure, Polyaminoséaure, Polysaccharid, Protein, Dextran, Chitosan,

Glucan, Liposom, Micropartikel.
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2. Verbindungen der Formel | gemaR Anspruch %, dadurch gexeninzeichnet, da?l
der multivalente Trager C(CH,NH-A,-), darstellt, worin A eine neutrale oder negativ

geladene Aminosaure ist.

3. Verbindungen der Formel | geman den Anspruchen 1 und 2 worin P mit Biotin,
einem Farbstoff, einem Fluoreszenzfarbstoff oder einem radioaktiven Marker markiert

ist.

4. Verwendung der Verbindungen der Formel | gemaf den Ansprichen 1 und 2 zur

Bindung an Viren.

5. Verwendung der Verbindungen der Formel { geman den Anspruchen 1 und 2 zur

Bindung an Influenza Viren.

6. Verwendung der Verbindungen der Formel | gemal den Ansprachen 1 und 2 zur

Bindung an menschliche Influenza Viren.

7. Verwendung der Verbindungen der Formel | gema®l dem Anspruch 3 als
Komponenten von Testsystemen zum Screenen von {nhibitoren der viralen

Zelladhasion.

8. Verwendung der Verbindungen der Formel | gemaf den Anspriuchen 1 und 2 zur

Bindung an Hemagglutinin von Influenza Viren.

9. Verwendung der Verbindungen der Formel | gemaf den Anspruchen 1 und 2 als

inhibitoren der viralen Zelladhasion an natirliche Rezeptoren.

10. Verwendung der Verbindungen der Formel | gemafR den Ansprichen 4-9 in

Kombination mit Neuraminidase-Inhibitoren.

11.  Verwendung der Verbindungen der Formel | geman den Anspruchen 1 und 2 zur

prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung viraler infektionen.
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12. Verwendung der Verbindungen der Formel | cemafl den Ansprichen 1 und 2 zur
prophylaktischen oder therapeutischen Behandiung viraler Infektionen in Kombination
mit Neuraminidase-Inhibitoren.
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